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研究成果の概要（和文）：片腎摘したsp-SHRにおいて外因性クロト蛋白補充がAkt-mTOR signalingを正常化させ
腎肥大を抑制し糸球体濾過率の自動能を回復した。クロト補充が、HIF-1α経路を抑制し髄質の線維化を改善す
ることで、圧ナトリウム利尿を亢進させ血圧を低下させた。
db/dbマウスにおいて外因性クロト蛋白補充が腎内レニン―アンジオテンシン系を抑制し、血圧とアルブミン尿
を低下させた。クロト蛋白がIGFのシグナル伝達を阻害してSOD発現を誘導し酸化ストレスを低下させ、Akt-mTOR
シグナル伝達を抑制し腎肥大を阻害した。クロト補充がTGF-βやTNFのシグナル伝達を抑制し、腎線維化を阻害
する事をしめした。

研究成果の概要（英文）： Klotho binds with the AT1 receptors to suppress angiotensin signal 
transduction, participating in inactivating renal RAS. Exogenous klotho supplementation represses 
Akt-mTOR signaling to reduce renal hypertrophy and restore the autoregulatory ability of GFR in 
uninephrectomized sp-SHRs. Klotho supplementation inhibits HIF-1α pathway and medullary fibrosis, 
contributing to enhancements of pressure-natriuresis and reduction in blood pressure. 
 Klotho supplementation reduces blood pressure and albuminuria along with ameliorating renal RAS 
activation in db/db mice. Klotho inhibits IGF signalling, induces SOD expression to reduce oxidative
 stress, and suppresses Akt-mTOR signalling to inhibit abnormal kidney growth. Klotho inhibits TGF-
β and TNF signalling, resulting in a decline in renal fibrosis. 

研究分野： 腎臓内科学

キーワード： klotho

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
慢性腎臓病で腎のクロト発現やクロトの血中濃度は低下している。外因性クロト蛋白補充は、高血圧性腎硬化症
のモデルや糖尿病性腎臓病のモデルで腎保護効果を発揮することを示し、臨床応用に向けた基礎データを提供し
た。
今後はクロト蛋白補充の適応範囲を明らかとするため、また、副作用の有無を検討するための研究を計画してい
る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）膜型クロトは細胞膜を一回貫通する 130kD の蛋白で、腎の遠位尿細管と脳の脈絡叢や
副甲状腺に発現している。Transient receptor potential vanilloid (TRPV)5 を活性化しカルシ
ウム代謝に関与するとともに、fibroblast growth factor (FGF)23 受容体の一部を形成しリン代
謝にも関与している。クロトの細胞内ドメインはアミノ酸 10 残基ほどで、細胞膜直上付近を
酵素的に切断され分泌される。分泌型クロト蛋白は遠隔臓器に作用する蛋白である。 
 
（２）実際、クロト蛋白は transforming growth factor (TGF)βの受容体と相互作用すること
が最近明らかとなった。分泌型クロトは全身的に働き superoxide dismutase (SOD)等の活性酸
素分解酵素群を誘導することが示唆されている。また、クロト蛋白は内皮細胞の寿命を延命し、
一酸化窒素等の産生を亢進させる。そして、遠位尿細管から分泌されたクロト蛋白は尿中にも
認められ、尿細管内腔より作用して近位尿細管でのリンの再吸収抑制を来たすと考えられる。 
 
２．研究の目的 
（１）慢性腎臓病では腎クロト発現、血中クロト濃度ともに低下している。クロト遺伝子を過
剰発現させることで、免疫複合体などによって惹起される腎障害が、尿細管病変だけでなく糸
球体病変を含めて軽減される。しかし、クロト遺伝子過剰発現による腎保護効果が膜型クロト
蛋白によるか分泌型クロト蛋白に依存するかは詳細には検討されていない。また、ヒトに対す
る遺伝子操作は倫理的な壁が高い。 
 
（２）我々は分泌型クロト蛋白の補充が慢性腎臓病モデルにおいて線維化などの尿細管間質病
変だけでなく蛋白尿や糸球体組織病変についても抑制効果を示すことを報告した。分泌型クロ
ト蛋白を外因性に投与することで得られる腎保護作用について詳細な機序を明らかとすること
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）クロトを安定的に発現している細胞系がないため、また進行性腎臓病に対するクロト蛋
白補充の効果を検証するため、動物実験を行った。対象としては高血圧性腎硬化症のモデルと
して脳卒中易発症型自然発症高血圧ラット（sp-SHR）、２型糖尿病性腎臓病のモデルとして
db/db マウス、多発性嚢胞腎(PKD)のモデルとして DBA/2-pcy マウスを使用した。合成したクロ
ト蛋白を各々のモデル動物に皮下注し補充を行い、腎保護効果について検討した。 
 
（２）動物実験だけでは詰め切れない、クロト蛋白の腎保護効果の機序については、相補的に
in vitro の研究を行った。まずは免疫沈降法を用いて、１型アンジオテンシン受容体とクロト
蛋白の相互作用について検討した。また、human kidney (HK)-2 細胞を用いて酸化ストレスに
対する反応にクロト蛋白が影響するか等を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）外因性クロト蛋白補充は、片腎摘した sp-SHR の血圧、腎内アンジオテンシンＩＩ濃度、
アンジオテンシノーゲン発現、hypoxia-inducible factor (HIF)-1α 蛋白量と髄質で
fibronectin を低下させた。また、外因性クロト蛋白補充は内因性の腎クロト発現を増し、血
中および尿中のクロト蛋白を増加させた。また、クロト蛋白補充は腎重量、Akt と mTOR のリン
酸化を低下させた。更にクロト蛋白補充はリチウムクリアランスを増加させ糸球体濾過率の自
動能を回復し、圧ナトリウム利尿も改善させた。これらの結果は、片腎摘した sp-SHR において
外因性クロト蛋白補充がAkt-mTOR signalingを正常化させ腎肥大を抑制し糸球体濾過率の自動
能を回復したことを示した。また、クロト補充が、HIF-1α 経路を抑制し髄質の線維化を改善
することで、圧ナトリウム利尿を亢進させ血圧を低下させたことを示唆した（図１）。 
図１：高血圧性腎硬化症におけるクロト蛋白の保護効果と作用機序 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
（２）クロト蛋白は１型アンジオテンシン受容体（AT1R）と結合し（図２）、ＨＫ－２細胞表面
上の AT1R を低下させて、アンジオテンシンＩＩによるイノシトール３リン酸産生を抑制するこ
とを示した。 
図２：クロト蛋白とＡＴ１Ｒの相互作用 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（３）ＨＫ－２細胞でアンジオテンシンＩＩはアンジオテンシノーゲン発現を亢進させるが、
クロト蛋白はこの反応を抑制した。これらの結果は、クロト蛋白が AT1R と結合してアンジオテ
ンシンＩＩのシグナル伝達を阻害することで腎内レニンーアンジオテンシン系を抑制すること
を示唆した。 
 
（４）外因性クロト蛋白補充は、db/db マウスにおいて腎重量、収縮期血圧、アルブミン尿排
泄、糸球体濾過率、8-epi-prostaglandin F2α 排泄を低下させたが、体重や血糖には影響しな
かった。クロト補充は db/db マウスでは腎内アンジオテンシンＩＩ濃度と腎アンジオテンシノ
ーゲン発現を抑制したが、正常マウスでは変化を与えなかった。クロト蛋白補充は db/db マウ
スにおいて腎での SOD と内因性クロト発現を亢進させた。クロト補充は db/db マウスの腎で
HIF-1αやAktとmTORリン酸化を低下させた。 また、クロト蛋白補充は腎でのTGF-βや tumour 
necrosis factor (TNF)、フィブロネクチンの発現を抑制した。これらの結果は、db/db マウス
において外因性クロト蛋白補充が腎内レニン―アンジオテンシン系を抑制し、血圧とアルブミ
ン尿を低下させる事をしました。更に、これらの結果は、クロト蛋白が insulin-like growth 
factor (IGF)のシグナル伝達を阻害して SOD 発現を誘導し酸化ストレスを低下させる一方、
Akt-mTOR シグナル伝達を抑制して糖尿病性腎肥大を阻害したことを示唆した。また、我々の結
果は、クロト補充が TGF-βや TNF のシグナル伝達を抑制し、腎線維化を阻害する事をしめした
（図３）。 
図３：２型糖尿病性腎症におけるクロト蛋白の保護効果と作用機序 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



（５）過酸化水素に HK-2 細胞を暴露すると、時間経過とともにアンジオテンシノーゲン発現が
増加したが、クロト蛋白はこのアンジオテンシノーゲン発現の誘導を抑制した。同様の傾向は
TNF 発現についても認められた。過酸化水素に HK-2 細胞を暴露すると、時間経過とともに TNF
発現が増加したが、クロト蛋白はこの TNF 発現誘導を阻害した。更に、HK-2 細胞を IGF に暴露
すると SOD 発現が低下したが、クロト蛋白は、この SOD 発現低下に拮抗作用を示した。 
 
（６）外因性のクロト蛋白補充は PKD マウスにおいて、腎重量、嚢胞領域、収縮期血圧、腎ア
ンジオテンシンＩＩ濃度、8-epi-prostaglandin F2α排泄を低下させた。外因性クロト補充は
糸球体濾過率、腎と大動脈の SOD 発現、腎での内因性クロト発現を上昇させた。クロト補充は
腎での TGFβと collagen I 発現を低下させ、Twist 蛋白量や Akt と mTOR のリン酸化も減少さ
せた。病理学的検索では、PKD マウスでクロト蛋白は fibrosis index と Smad の核内染色を減
少させた。これらの結果は、PKD マウスへのクロト蛋白補充が腎内レニン―アンジオテンシン
系を阻害して血圧を低下させることを示した。また、我々の結果は、クロト蛋白が Akt/mTOR
のシグナル伝達を鎮静化し、嚢胞拡大を抑制したことを示唆した。更に、今回の結果は、クロ
ト蛋白が上皮間葉遷移を抑制する事で腎線維化を阻害する事をしめした。 
 
（７）IGF1 で HK-2 細胞のメチオニン取り込みは亢進するが、クロト蛋白はこの反応を抑制し
た。しかし、イルベサルタンの有無では変化が無く、クロト蛋白の IGF1 シグナル伝達に対する
作用はアンジオテンシンとは独立していると考えられた。さらに、TGFβ で HK-2 細胞の 
E-cadherin 発現は低下するが、クロト蛋白はこの反応を殆ど消失させた。イルベサルタンの有
無では変化が無く、クロト蛋白の TGFβシグナル伝達に対する作用はアンジオテンシンとは無
関係と考えられた。 
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